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Abkürzungsverzeichnis 
 
8-iso-PGF2α  8-iso-Prostaglandin F2α 
Abb.   Abbildung(en) 
AGEs   Advanced Glycation End products 
AIF   Apoptosis inducing Factor 
AK   Antikörper 
ART   assistierte Reproduktionstherapie 
bcl-2   Beclin 2 
bzw.   beziehungsweise 
BMI   Body-Mass-Index 
CD36   Cluster of Differentiation 36 
CK
+
   cytokeratin-positiv 
CK
-
   cytokeratin-negativ 
Cum   Cumulus-Zellen 
DFO   Desferoxamin 
d.h.   das heißt 
ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
et al.   und alle anderen 
FF   Follikelflüssigkeit 
FKS    fetales Kälberserum 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GCs   Granulosazellen 
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geb.   geborene(r) 
GPx   Glutathionperoxidase 
GR   Glutathionreduktase 
g   Gramm 
H2O2   Wasserstoffperoxid(e) 
Hsp60   60-kDa-Hitzeschockprotein 
IgG   Immunglobulin G 
IVF   in vitro Fertilisation 
Ki-67   Marker für Proliferation 
LDL   Low Density Lipoprotein  
Lep
ob
-defizient    Leptin-defiziente obese Mäuse 
LOX-1  Lectin-like oxidized low density lipoprotein receptor 1 
MAP-LC3   microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B  
M     Molar 
ml    Milliliter  
NF-kB   Nukleärer Faktor kappa B 
nLDL   natives Low Density Lipoprotein 
O2   molekularer Sauerstoff 
O2
•- 
  Superoxidradikale 
OECD   Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung 
OH
•-
   Hydroxyl-Radikale 
oxLDL  oxidiertes Low Density Lipoprotein 
p-Wert   Signifikanzwert, Überschreitungswahrscheinlichkeit 
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PCOS   Polyzystisches Ovar-Syndrom 
PI   Propidiumiodid 
ROS   reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 
RES   Resveratrol 
SOD   Superoxiddismutase 
StAR   Steroidogenic acute regulatory protein 
Tab.   Tabelle 
TLR4   Toll-like Rezeptor 4 
T-I   intestitiale Thekazellen 
TNFα   Tumornekrosefaktor-α 
u. a.   unter anderem 
VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 
WHO   Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)  
z. B.    zum Beispiel  
μ   Mikro 
µg/ml   Mikrogramm pro Milliliter 
µM   Mikromolar 
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1. Einführung  
 
1.1. Oxidativer Stress 
 
Oxidativer Stress beruht auf einem Ungleichgewicht von Pro- und Antioxidantien. Zur 
Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichtes besitzt der menschliche Organismus ein 
antioxidatives Schutzsystem u. a. bestehend aus einer enzymatischen Kaskade (Abbildung, 
Abb. 1). Dazu gehört zum einen die Superoxiddismutase (SOD), welche die Superoxid-
Anionen in Wasserstoffperoxid (H2O2) und Sauerstoff (O2) umwandelt und somit als erste 
Defensive gegen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gilt (Dröge, 2002; Kohen et al., 2002). Als 
zweite Verteidigung wirken die antioxidativen Enzyme Katalase und Gluthathionperoxidase 
(GPx), welche das entstandene H2O2 enzymatisch eliminieren können (Baker et al., 1990; 
Dringen et al., 1996; Kohen et al., 2002).  
 
O2·
SOD
catalase
H2O2
H2O + O2
GPx
GR
H2O + O2
GSSGGSH
 
Abb.1 Schema über Pro- und Antioxidantien. SOD baut Superoxidanionen ab. Das dabei entstandene H2O2 wird 
weiter über die Katalase oder die GPx zu H20 und O2 umgewandelt (Abb. modifiziert nach Serke).  
SOD =Superoxiddismutase, GPx = Glutathionperoxidase, GR = Glutathionreduktase 
 
Im Falle eines Ungleichgewichts entstehen als Endprodukte vermehrt ROS, zu denen als 
wichtige Vertreter Superoxidradikale (O2
•-
), Hydroxyl-Radikale (OH
•-
) und H2O2 gehören 
(McCord, 2000). ROS werden vor allem durch Cytochrom P450 – Monooxygenasen gebildet 
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und fallen u. a. als Nebenprodukt bei der Umwandlung von Cholesterol zu Progesteron in der 
Steroidogenese an (Derouet-Hümbert et al., 2005; Hanukoglu, 2006; Yacobi et al., 2007). 
Obwohl Nachforschungen ergeben haben, dass eine geringe ROS-Bildung für einige 
physiologischen Prozesse wie z. B. der Eizellreifung sogar benötigt wird, führt ein 
Überschuss durch die vermehrte Reagibilität der Radikale zu zellschädigenden Effekten wie 
z. B. der Oxidation von Lipiden und Proteinen (McCord, 2000; Schube et al., 2014).  Darüber 
hinaus verursachen ROS eine Oxidation von nativem Low Density Lipoprotein (nLDL). 
Dieses führt zur Entstehung von oxidiertem LDL (oxLDL), was wiederum die ROS-
Produktion induziert (Cominacini et al., 2000; Li and Mehta, 2000). Vorarbeiten haben 
gezeigt, dass oxLDL in humanen Follikelzellen den Zelltod auslösen (Bausenwein et al., 
2010; Duerrschmidt et al, 2006; Serke et al., 2009; Vilser et al., 2010). Weiterhin ist bekannt, 
dass sich die oxLDL-abhängige ROS-Produktion negativ auf die Steroid-Biosynthese der 
Granulosazellen (GCs) sowie der Oozyten-Qualität auswirkt (Serke et al., 2012). In einigen 
dieser Studien wurde ebenfalls der Zusammenhang zwischen den Enzymaktivitäten und der 
Expression spezifischer Scavenger-Rezeptoren, die beim oxidativen Stress eine wichtige 
Rolle spielen, dargestellt (Abb.2; Serke et al., 2010).  
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Abb.2 Proteinexpression von oxLDL-bindenden Rezeptoren: LOX-1, TLR4 und CD36 nach 12 und 36 h 
oxLDL-Stimulation (Serke et al., 2010).  
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Der Lectin-like oxidierte LDL Rezeptor 1 (LOX-1), Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) und Cluster 
of Differentiation 36 (CD36) sind spezifisch Scavenger Rezeptoren für oxLDL (Dunn et al., 
2008; Renie et al., 2007). Diese Rezeptoren werden exprimiert in Endothelzellen, 
Leukozyten, GCs und in vielen anderen Zelltypen (Chen et al., 2004; Nowicki et al., 2009; 
Serke et al., 2009). Die oxLDL-abhängige Aktivierung dieser Rezeptoren triggert sowohl 
Apoptose als auch „Survival“-Autophagie in Endothel- und Nervenzellen sowie in humanen 
GCs (Nowicki et al., 2007; 2010; Serke et al., 2010). Eine weitere wichtige Rolle bei der 
Abwehr von oxidativem Stress und der damit verbundenen Zellschädigung stellen die 
Hitzeschockproteine wie das 60-kDa-Hitzeschockprotein (Hsp60) durch ihre regulierende 
Wirkung auf die Apoptose dar (Arya et al., 2007; Calabrese et al., 2007; Xie et al., 2010).  
 
1.2. Infertilität und Adipositas 
 
Ein an Bedeutung zunehmender Themenschwerpunkt der gegenwärtigen Medizin stellt der 
unerfüllte Kinderwunsch dar. Die Inzidenz in Deutschland wird heutzutage je nach Literatur 
zwischen 15-30 % angegeben und hat sich damit im Vergleich zu den 70iger Jahren mehr als 
verdoppelt (Dawson et al., 2005; Spitzer, 2001). Laut der Weltgesundheitsorganisation 
(WHO) bezeichnet der Begriff Infertilität das Unvermögen, eine Schwangerschaft bis zur 
Geburt eines lebensfähigen Kindes auszutragen, obwohl eine Konzeption möglich ist 
(demographische Definition, WHO 1975). Die Ursache der Kinderlosigkeit liegt dabei in etwa 
30-35 % der Fälle bei der Frau. Genauso häufig findet sich die Ursache aber auch beim Mann 
bzw. bei beiden Partnern vor.  In 5-10 % der Fälle lässt sich jedoch trotz ausführlicher 
Diagnostik keine Ursache finden. In diesen Fällen spricht man von idiopathischer Sterilität 
(Spitzer, 2001). 
 
Adipositas beginnt per Definition ab einem Body-Mass-Index (BMI) ≥ 30 kg/m2 und gehört 
zu den häufigsten Ernährungs- und Stoffwechselkrankheiten (WHO, 2000). In Deutschland 
waren im Jahr 2009 bereits 60 % der Männer und 45 % der Frauen übergewichtig (BMI ≥ 25 
kg/m
2
). Zusätzlich galten weiterhin jeweils 16 % als adipös (OECD Health Data, 2010). Die 
WHO (2000) bezeichnet Adipositas in Anlehnung an die Terminologie der 
Infektionskrankheiten als „globale Epidemie“, da die Prävalenz in den Industrieländern in den 
letzten Jahrzehnten in allen Bevölkerungsschichten (Kinder, Männer sowie Frauen) stark 
angestiegen ist. Die jährliche Zunahme beträgt inzwischen 2-6 %. Das Ausmaß der 
Fettleibigkeit und die Fettverteilung korreliert außerdem mit dem Risiko für kardiovaskuläre 
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Erkrankungen (Després et al., 2001; Wilson et al., 2002). Weiterhin ist Adipositas u. a. 
assoziiert mit Diabetes (Blüher, 2009; Eckel et al., 2011) und Tumorerkrankungen (Wolk et 
al., 2001; Rapp et al. 2005; Wolin et al., 2010). Adipositas ist ebenfalls ein grundlegender 
Faktor bei der Infertilität (Pasquali et al., 2007; Rich-Edwards et al., 1994). Lash et al. (2008) 
zeigten einen Zusammenhang zwischen Adipositas, Infertilität und oxidativem Stress bei 
Frauen. In Westeuropa sind 12 % aller Frauen im gebärfähigen Alter adipös und leiden an 
Funktionsstörungen des Ovars und Anovulation (Pasquali et al., 2007; Robker et al., 2009; 
van der Steeg, 2008). Diese gynäkologischen Erkrankungen sind mit oxidativem Stress durch 
erhöhte Lipidperoxide, erhöhter Produktion von ROS und dem zirkulierenden oxLDL 
verbunden (Bausenwein et al., 2010; Houstis et al., 2006; Mutlu-Türkoğlu et al., 2003; Wisse 
et al., 2007). Derzeit gibt es allerdings noch keine ausreichenden Therapieansätze, um den 
oxidativen Stress im Ovar zu reduzieren.   
Aus in vitro Studien ist bekannt, dass oxLDL den programmierten Zelltod in kultivierten 
menschlichen GCs (Follikelzellen des Ovars), die für die Entwicklung und Reifung der 
Oozyte verantwortlich sind, induziert (Abb. 3; Serke et al., 2009; 2010).  
 
• oxLDL-induced cell death
• dependent on TLR4 activation
• cell death independent of cleaved caspase-3 and AIF
• oxLDL-induced autophagy 
• dependent on LOX-1 activation
• TLR4 is protective for autophagy
• oxLDL-induced cell death
• dependent on CD36 activation
• cell death independent of cleaved caspase-3 and AIF
oxLDL
LOX-1 TLR4 CD36
CK- CK+ Cum
 
 
Abb. 3 Ein Schema vom präovulatorischen Follikel mit den unterschiedlichen Granulosazelltypen und deren 
zellspezifischen Antwort auf oxLDL. Aktivierung der oxLDL-bindenden Rezeptoren: LOX-1, TLR4 und CD36, 
oxLDL-induzierter Zelltod oder Überlebensautophagie. CK
+
: cytokeratin-positiv; CK
-
: cytokeratin-negativ; 
Cum: Cumulus-Zellen; AIF: Apoptosis inducing Factor. (Abb. modifiziert nach Serke) 
 
Eine weitere Studie zeigte, dass in der Follikelflüssigkeit (FF) von adipösen Frauen ein 
Anstieg der Lipidperoxide und eine erhöhte Konzentration von oxLDL vorlagen, was 
wiederum mit einer geringeren Erfolgsquote in der in vitro Fertilisation (IVF) korrelierte 
(Bausenwein et al., 2010; Serke et al., 2010). Die Analysen dieser Studie ergaben bei den 
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adipösen Probanden eine Erfolgsrate von 19,5 % im Vergleich zu den normalgewichtigen 
Frauen mit 38,5 %. Bei Patientinnen mit Polyzystischem Ovar-Syndrom (PCOS) wurden 
ähnlich hohe oxLDL-Level nachgewiesen (Basta et al., 2002; Bausenwein et al., 2010).  
Weitere Arbeiten haben ebenfalls demonstriert, dass eine hohe Aktivität von antioxidativen 
Enzymen in der FF von Frauen mit erhöhtem BMI und höherem Alter durch eine geringere 
IVF-Erfolgsquote charakterisiert ist (Carbone et al., 2003; Sabatini et al., 1999).  
In in vivo Untersuchungen an Lep
ob
-defizienten, adipösen Mäusen wurde eine erhöhte 
Einlagerung an Lipiden im Ovargewebe und den Oozyten beobachtet. Das Maß an 
Lipideinlagerungen korrelierte mit einem erhöhten oxidativen Status und führte zu einer dreifach 
erhöhten Follikelatresie (Serke et al., 2012).  
 
1.3. Verwendete Antioxidantien 
 
1.3.1. Resveratrol 
 
Resveratrol (RES) ist ein Pflanzenphytoalexin aus der Familie der Polyphenole, welches man 
unter anderem in diversen Früchten, Tee oder Rotwein findet (D‘Archivio  et al., 2007; Sato 
et al., 1997). Biochemisch besteht es u. a. aus phenolischen Hydroxygruppen. Diese besitzen 
ein hohes Redoxpotential, die als starke Radikalfänger wirken. Anti-inflammatorische und 
anti-oxidative Eigenschaften von RES wurden bereits in mehreren Studien belegt (Frankel et 
al., 1993; Martinez et al., 2000). Es wird außerdem diskutiert, dass RES körpereigene anti-
oxidative Enzyme, wie die SOD und die Katalase, stimulieren kann (Martinez et al., 2000; 
Spanier et al., 2009; Zheng et al., 2010).  
Mehrere in vitro Studien und Tierversuche konnten ebenfalls eine anti-kanzerogene Wirkung 
nachweisen (Jang et al., 1997; Sun et al., 2008; Venkatadri et al., 2016). Die genaue 
Wirkweise und die beteiligten Signalwege sind dabei abhängig von der Tumorart. So wurde z. 
B. eine RES-vermittelte Apoptose bei Untersuchungen an Blasen- und Magenkrebszellen mit 
einer verminderten Expression des Proteins Beclin-2 (bcl-2) in Zusammenhang gebracht 
(Stocco et al., 2012; Zhou et al., 2005). Versuche an Brustkrebszellen zeigten durch die 
Behandlung mit RES wiederum eine signifikante Hemmung des Tumornekrosefaktor-α 
(TNF-α) -induzierten NF-κB Signalweges, welcher eine wichtige Rolle bei der Entstehung 
bzw. Wachstum einiger Brustkrebsarten einzunehmen scheint (Liu et al., 2010; Mezzanotte et 
al., 2014). Außerdem beeinflusst RES über eine Modulation der mikroRNA (miRNA) die 
Apoptose in Brustkrebszellen (Venkatadri et al., 2016). 
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Neben den bereits erwähnten Eigenschaften hat RES ebenfalls einen protektiven Effekt auf 
die Entstehung der Artheriosklerose sowie auf kardiovaskuläre Erkrankungen (Berrougui et 
al., 2009; Li et al., 2009). In diesem Zusammenhang wurde bereits eine RES-induzierte 
Hemmung der LDL-Oxidation und der Lipidperoxidation sowie eine Senkung des 
Cholesterinspiegels diskutiert (Berrougui et al., 2009; Frankel et al., 1993; Penumathsa et al., 
2007). 
Auch in der Reproduktionsmedizin stellt RES ein interessantes Forschungsobjekt dar. So 
wurde ein anti-proliferativer und pro-apoptotischer Effekt auf intestitiale Thekazellen (T-I) im 
Ovar bei Ratten nachgewiesen, welche eine wichtige Funktion bei der Follikelreifung 
einnehmen (Wong et al., 2010). Außerdem senkt RES die Aromatase-Funktion sowie die 
Estrogenproduktion in GCs und hemmt die Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) -
Expression (Ortega et al., 2012). Banaszewska et al. (2016) konnten zudem eine Reduktion 
der Androgen-Produktion bei Patientinnen mit Polyzystischem Ovarialsyndrom (PCOS) 
durch den Einfluss von Resveratrol nachweisen. 
Trotz oder eben wegen dieser unterschiedlichen Wirkungsweisen auf die verschiedenen 
Zellarten des Ovars stellt RES einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Therapie 
ungewollter Kinderlosigkeit dar. So weisen PCOS-Patientinnen histologisch eine 
pathologische T-I Proliferation und ein stark vaskularisiertes Stroma auf (Hughesdon, 1982; 
Peitsidis et al., 2010). Vorarbeiten an GCs von Frauen mit PCOS konnten außerdem eine 
erhöhte Degenerationsrate verbunden mit einem erhöhten Spiegel an oxLDL nachweisen 
(Bausenwein et al., 2010).   
 
1.3.2. Desferoxamin 
 
Desferoxamin (DFO) ist ein hoch-affiner Eisenchelator und findet als therapeutisches Mittel 
Anwendung bei der Behandlung der Eisenüberladung sowie der Thalassämie (Cohen et al., 
2004; Kwiatkowski et al., 2012). Darüber hinaus besitzt DFO eine hohe Affinität zu 
dreiwertigem Eisen, was für eine antioxidative Eigenschaft spricht (Prus et al., 2012). 
Eine aktuell veröffentlichte Studie konnte am Tiermodell einen positiven Effekt auf den durch 
Eisenüberladung und ROS-Bildung verursachten Knochenabbau nachweisen und stellt damit 
einen weiteren Ansatzpunkt für die zukünftige Forschung hinsichtlich der therapeutischen 
Anwendungsmöglichkeiten von DFO dar (Chen et al., 2014).  
Andere Forschungsarbeiten deuteten bereits einen Zusammenhang zwischen einem erhöhten 
Eisenspiegel sowie Diabetes mellitus Typ 2 an und ließen eine weitere Verbindung mit 
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anderen insulinresistenten Erkrankungen vermuten wie z. B. dem metabolischen Syndrom 
oder dem PCOS (Raipathak et al., 2009; Tajima et al., 2012). Zafon et al. (2010) wiederum 
konnten bereits Zusammenhänge zwischen der Eisenspeicherung im Körper, Adipositas und 
oxidativen Stress herstellen. Über die Wirkungsweise von DFO in Ovarien gibt es bisher 
keine verwertbaren Studien. 
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2. Ziel der Arbeit  
 
OxLDL ist ein Marker für oxidativen Stress. Hohe Konzentrationen korrelieren mit 
Infertilität. Vorarbeiten zeigten, dass eine hohe Konzentration an oxLDL in der 
Follikelflüssigkeit (FF), also dem Milieu der Eizelle, bei adipösen Frauen nachweisbar und 
darüber hinaus, dass diese hohe Konzentration in der FF mit einer erniedrigten assistierten 
Reproduktionstherapierate assoziiert ist. Weiterhin induziert oxLDL die Expression der 
Defense-Enzyme SOD, Katalase und GPx in humanen Follikelzellen, wo sie die oxLDL-
induzierte Apoptose und Autophagie beeinflussen. Unsere Hypothese war, dass mittels 
Antioxidantien, wie RES und DFO der oxidative Stress in den oxLDL-behandelten humanen 
Follikelzellen reduziert wird. Untersuchungen bezüglich ihrer Wirkung im weiblichen 
Reproduktionstrakt waren bislang nicht hinreichend Forschungsschwerpunkte.    
 
Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, ob die Antioxidantien, RES und DFO, die 
Degeneration der oxLDL-behandelten humanen GC-Subtypen verhindern.  
 
Dies wurde unter folgenden Fragestellungen durchgeführt:  
 
a) Führt die Behandlung mit RES und DFO zur Minimierung des oxidativen Stresses und
 somit zum Überleben der Follikelzellen?  
b) Welchen Effekt haben RES und DFO auf die Proliferationsrate?  
c) Werden die oxLDL-bindenden Rezeptoren unter dem Einfluss von RES und DFO 
 reguliert? 
d) Wird die Expression des unter Stress hochregulierten 60-kDa-Hitzeschockproteins 
 (Hsp60) bei Behandlung mit RES und DFO beeinflusst? 
e) Welchen Effekt haben RES und DFO auf die Steroidbiosynthese? 
f) Wie werden die oxidativen Stressmarker (8-iso-PGF2α, AGEs, Protein-Carbonyl) 
 durch die jeweiligen Antioxidantien beeinflusst? 
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3. Angewendete Methoden und Materialien  
 
Bei dem Material unserer Untersuchungen handelt es sich um GC-Subtypen von Frauen, die 
sich in einer IVF-Therapie befanden. Die Ethikkommission der medizinischen Fakultät 
Leipzig stimmte dem Projekt unter der Bearbeitungsnummer 068-12-050302012 zu.  
Durch die freundliche Zusammenarbeit mit dem Kinderwunschzentrum Leipzig – Chemnitz 
erhielten wir nach der Follikelpunktion und Isolation der Eizellen die übriggebliebene FF und 
Cumuluszellen (Cum). Aus diesem Material wurden die unterschiedlichen GC-Subtypen 
isoliert nach dem Protokoll von Serke et al. (2009; 2010).   
 
Für die Versuche wurden die GCs mit 150 μg/ml oxLDL (Biomedical Technologies Inc, 
Stoughton, MA, USA) sowie simultan mit 30 μM RES (Sigma-Aldrich, München, 
Deutschland) bzw. 30 μM DFO (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) in Serum-freiem 
Medium stimuliert. Als Kontrolle dienten GCs im Serum-freien Medium. 
 
Der Nachweis des Zelltods erfolgte mittels Propidiumiodid (PI)-Färbung, cleaved Caspase-3 
Westernblot-Analyse und durch elektronenmikroskopische Aufnahmen.  Die Überlebens-
Autophagie wurde mittels einer microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B 
(MAP1-LC3B) Westernblot-Analyse und durch elektronenmikroskopische Aufnahmen 
dargestellt. Um die Proliferationsrate der Zellen zu untersuchen wurde eine Ki-67 
Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt. Für den Nachweis der ROS-Bildung wurden 
folgende ELISA-Kits angewendet: 8-iso-PGF2α, AGEs, Protein-Carbonyl. Die 
Regulationsveränderungen der oxLDL-bindenden Rezeptoren LOX-1, TLR4 und CD36 sowie 
des Hsp60 Proteins unter dem Einfluss von RES und DFO wurden mittels Westernblot-
Analyse ermittelt. Für die Untersuchung des Einflusses der Antioxidantien auf die 
Steroidsynthese wurde eine StAR-Protein Westernblot-Analyse durchgeführt. Die für die 
Versuche verwendeten Antikörper (AK) sind in Tabelle 1 (Tab.1) aufgeführt. 
 
Tab. 1: Liste der verwendeten Antikörper mit Verdünnung und Hersteller 
1. Antikörper Verdünnung Hersteller 
rabbit polyclonal cleaved caspase-3 1:1 000 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 
mouse monoclonal MAPLC3 1:500 NanoTools, Teningen, Germany 
mouse monoclonal anti-human LOX-1 1:1 000 RD Systems, Minneapolis, USA 
rabbit polyclonal TLR4 1:4 000 Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA 
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mouse monoclonal CD36 1:1 000 Abcam plc., Cambridge, UK 
mouse monoclonal Hsp60 1:20 000 Epitomics Burlingame, CA, USA 
rabbit polyclonal STAR 1:2000 Abcam plc., Cambridge, UK 
mouse monoclonal glyceraldehyde-3 
phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
1: 400 000 Fitzgerald, Concord, MA, USA 
   
2. Antikörper Verdünnung Hersteller 
peroxidase-conjugated horse-anti-mouse 
IgG 
1:4 000 
Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, 
USA 
peroxidase-conjugated horse-anti-rabbit IgG 1:4 000 
Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, 
USA 
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Unfruchtbarkeit stellt heutzutage einen wichtigen Themenschwerpunkt der modernen Medizin 
dar. Häufig sind es gerade adipöse Frauen, die von Anovulation und Infertilität betroffen sind. 
Ein Grund hierfür ist der vermehrte oxidative Stress, welcher durch eine erhöhte Aktivität von 
Lipidperoxidasen, Anstieg der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie frei zirkulierendem, 
oxidierten Low Densitiy Lipoprotein (oxLDL) verursacht wird. OxLDL wiederum kann über 
die Bindung an spezielle Scavenger-Rezeptoren, wie Lectin-like oxidierte LDL Rezeptor 1 
(LOX-1), Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) und Cluster of Differentiation 36 (CD36), den 
„programmierten“ Zelltod u. a. von Granulosazellen (GCs) im Ovar induzieren. Damit stellt 
oxidativer Stress einen wichtigen Ansatzpunkt bei der Frage nach möglichen 
Therapiekonzepten bei der Infertilität dar.  
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Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Einfluss von Antioxidantien auf den oxidativen Status in 
den Follikelzellen, sowie deren Wirkungsweise auf die oxLDL induzierte Zellschädigung von 
GCs zu untersuchen. 
Hierfür wurden die Follikelflüssigkeiten mit den darin enthaltenen GCs von Frauen, welche 
sich in einer IVF-Therapie befanden, isoliert und verwendet. Als Vertreter der Antioxidantien 
wurden Resveratrol (RES) und Desferoxamin (DFO) für unsere Untersuchungen genutzt. Die 
GCs wurden sowohl ausschließlich mit oxLDL als auch in Kombination mit einem der 
jeweiligen Antioxidantien behandelt. 
Die Effekte beider Antioxidantien auf die Reproduktion und die ovarielle Funktion ist bis jetzt 
noch ungeklärt. In unserer Studie konnten wir erstmalig zeigen, dass RES und DFO über 
unterschiedliche Mechanismen einen protektiven Effekt auf humane GC-Subtypen ausüben.  
In den in vitro Untersuchungen an humanen GCs konnten wir nachweisen, dass die 
Behandlung mit RES und DFO die oxLDL induzierte Degeneration verhindert und durch eine 
Senkung des oxidativen Stresses Schäden sogar präventiv vorbeugt. Dies konnte zum einen 
über eine stark reduzierte Apoptose-Rate bei gleichzeitiger Induktion einer protektiven 
Autophagie und damit einer gesteigerten Überlebensrate der oxLDL-behandelten GCs bei 
simultaner Behandlung mit beiden Antioxidantien gezeigt werden. 
Auch die Proliferationsrate stieg unter dem Einfluss von RES und DFO in allen 3 GC-
Subtypen an. Untersuchungen des Einflusses beider Reagenzien auf Rezeptor-Ebene ergab 
eine deutlich verminderte Expression der Scavenger Rezeptoren (LOX-1, TLR4, CD36) und 
des 60-kDa-Hitzeschockproteins (Hsp60) trotz gleichzeitiger Behandlung mit oxLDL. Eine 
weitere Frage hinsichtlich des Einflusses von RES und DFO auf bekannte oxidative 
Stressmarker (8-iso-PGF2α, AGEs, Protein-Carbonyl) wurde durch Analysen im Lysat 
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Hochregulation dieser Marker unter oxidativen Stress 
durch die Antioxidantien auf „normalem“ Ausgangs-Niveau verblieb.  
Zusammenfassend konnten wir anhand dieser Ergebnisse demonstrieren, dass sowohl RES als 
auch DFO den oxidativen Stress in humanen GCs effektvoll senken und damit einen 
protektiven Effekt auf menschliche GCs in vitro ausüben. Auch konnten wir zeigen, dass die 
Steroid-Synthese in cytokeratin-positiven (CK
+
) GCs durch RES mittels einer signifikanten 
Induktion des Regulierungsproteins Steroidogenic acute regulatory protein (StAR) 
wiederhergestellt wird. Morita et al. (2012) haben bereits gezeigt, dass RES, u. a. über eine 
gesteigerte Expression von StAR, eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Luteinisierung 
und damit bei der terminalen Differenzierung von GCs spielt. Daraus lässt sich 
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schlussfolgern, dass die Steroidgenese eine wichtige Schlüsselfunktion bei den 
Überlebensmechanismen der GCs unter oxidativem Stress darstellt. 
In Zusammenschau der Ergebnisse stellen beide Antioxidantien daher einen potenziellen 
therapeutischen Ansatzpunkt gegen oxidativen Stress in GCs und damit in der Behandlung 
der bereits oben genannten zum Teil Adipositas-assoziierten Krankheitsbilder und 
Infertilitätsproblemen dar.  
Um diese Hypothese zu unterstützen, wird aktuell an einem Adipositas-induzierten 
Infertilitäts-Modell an Mäusen gearbeitet, um so die Wirkung von RES und DFO in vivo zu 
untersuchen. Aufgrund der vielversprechenden protektiven Wirkungen wäre zukünftig dann u. 
a. der Einsatz beider Substanzen bei der Behandlung von adipösen Frauen in der in vitro 
Fertilisation (IVF) denkbar. Schlussfolgernd lässt sich hypothetisch annehmen, dass eine 
frühzeitige, präventive Behandlung mit Antioxidantien Komplikationen vor, während und 
nach der Schwangerschaft reduzieren und sogar verhindern kann. 
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